



Chinese Journal of Chrom atography
Vo.l 23 No. 2
164~ 167
收稿日期: 2004-03-30
作者简介:卢素格,女,硕士研究生, E-m ai:l lu suge@ s ina. com. cn.
通讯联系人:庄峙厦,男,高级工程师,主要从事生物芯片及蛋白质研究, Te:l ( 0592) 2184510, E-m ai:l zxzhuang@ xmu. edu. cn.




,  沈金灿 1,  庄峙厦1, 2,  王小如 1, 2
( 1. 厦门大学化学化工学院化学系 现代分析科学教育部重点实验室, 福建 厦门 361005;
2. 国家海洋局第一海洋研究所 现代分析技术及中药标准化重点实验室, 山东 青岛 266061)
摘要: 建立了金属硫蛋白 (MT)异构体及亚型异构体的色谱分离与质谱鉴别方法。将金属硫蛋白混合物通过弱阴
离子 DEAE Sephadex A-25离子交换柱,结合离线电感耦合等离子体质谱 ( ICP-M S)对锌诱导金属硫蛋白的两个异
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Abstract: A m ethod has been established for the separation and identification ofm etalloth io-
ne in (MT ) isoform s and sub-isoform s by liquid chromatography. A m ixture of rabbit liverMT
was separated on a DEAE A-25 weak anion-exchange chromatographic ( AEC) column. Induc-
tively coupled plasma-mass spectrometer ( ICP-M S) was used for off-line detection of Zn in
each fraction. The twom ain MT isoforms, MT-1 and MT-2, were iso lated. The collected MT
isoform fractions were then desalted by a homemade Sephadex G-25 size exclus ion chromato-
graphic ( SEC) column. A fterw ards, the samplew as separated on aC18 reversed-phase column
w ith UV detection at 210 nm. D ifferent separation conditions were discussed and several sub-
isoform s ofMT were well separated at pH 210. The sub-isoforms were finally characterized by
on-line HPLC-ESI-MS. The isoforms and sub- isoforms werewe ll separated on a reversed-phase
column under optim ized chromatographic conditions and the detection results of ESI-MS were
in agreement w ith the data found in literature. Themethod developed can be well used for the
separation ofmetalloth ionein isoforms and sub-isoform s.
K ey words: ion-exchange chromatography; ge l exclus ion chromatography; reversed-phase
high perform ance liquid chromatography; metalloth ioneins; isoforms
  金属硫蛋白 (metalloth ionein, MT )是自然界
中广泛存在并具有许多重要生理功能的富含半胱氨
酸 (占氨基酸总量的 30% )、不含芳香氨基酸的一类
热稳定的蛋白质。 1957年, M argoshes和 Vallee
[ 1]
在研究镉的生物学作用时, 首次从马肾中发现含镉
MT。迄今的大量研究表明: MT在重金属 (如: Cd,
Hg)解毒、调节微量元素 (如: Zn, Cu)代谢以及清除
自由基等方面起着重要的作用。由于 MT基因的多






















  Agilent 1100高效液相色谱仪: 配置二元梯度
泵,脱气机, 柱温箱,二极管阵列紫外检测器 (DAD)
(Agilent, USA); 进样阀: 7725型手动进样器; Ag-i
lent 1100 LC /MSD液相色谱-质谱联用仪; BS-100A
自动部分收集器 (上海沪西分析仪器厂 ); BT00-
300M蠕动泵 (保定兰格恒流泵有限公司 ); 真空冷
冻干燥机 ( EZ-Dry K inetics lyophilizer, USA)。
  二乙胺乙基葡聚糖凝胶 (DEAE Sephadex A-
25, Pharmacia ), 葡聚糖凝胶 ( Sephadex G-25,
Pharm acia); Zn诱导兔肝 MT(湖南麓谷生物技术
公司, 纯度\ 60% ), Cd诱导兔肝 MT异构体 MT-1




  将 Zn诱导兔肝MT及 Cd诱导兔肝MT异构体
MT-1, MT-2分别配制成 5 g /L和 1 g /L的水溶液作




制备采用自制的玻璃离子交换柱 ( 26 mm i1d1 @ 60
mm):内填 DEAE Sephadex A-25填料, 流动相为
25 mm ol/L和 250mmol/L Tris-HCl缓冲液, 90 m in
内以 0~ 100% 250 mmol/L T ris-HC l进行线性梯度
洗脱, 流速 111mL /m in。收集第 66~ 99 mL (MT-




( 12 mm i1 d1 @ 232 mm): 内填 Sephadex G-25填
料, 流动相为超纯水,流速 111mL /m in。收集第 20




分离条件:色谱柱 Zorbax 300SB C18 ( 211 mm i1d1
@ 150mm, 5 Lm, 30 nm );流速 0125mL /m in;紫外




  a)流动相 A: 011% TFA水溶液 ( pH 210), 流动
相 B: 011% TFA乙腈溶液; 30m in内以 15% B~ 25%
B溶液线性梯度洗脱。
  b)流动相 A: 011% TFA水溶液 ( pH 210), 流动
相 B: 011% TFA甲醇溶液; 30 m in内以 35% B ~
50% B溶液线性梯度洗脱。
  c)流动相 A: 5 mmol/L乙酸铵水溶液 ( pH
710), 流动相 B: 5 mm ol/L乙酸铵乙腈-水 (体积比
为 1B1)溶液; 30 m in内以 8% B~ 23% B溶液线性梯
度洗脱。
1. 5 MT亚型异构体的质谱检测
  经过反相柱分离后, 将得到的 MT各亚型异构
体在线进行质谱检测。质谱检测条件:正离子检测
模式;扫描范围为 700 ~ 1 800m /z; 电喷雾电压 4
kV;用 Agilent LC /M SD软件处理数据。
2 结果与讨论
2. 1 MT异构体的分离与制备




体系可被用于 MT异构体的分离, T ris-HCl是离子
交换色谱中分离金属硫蛋白异构体常用的缓冲液。
选择 T ris-HC l缓冲液为流动相, 既可防止 MT在分
离时脱去金属,还能降低 MT与柱填料的相互作用。
本试验采用 T ris-HC l缓冲液 ( pH 810),通过梯度洗
脱分离混合蛋白中的MT。由于 T ris-HC l缓冲液在
紫外区有比较强的吸收, 难以用紫外检测器进行检
测, 故实验采用离线收集、电感耦合等离子体质谱
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型异构体,分别收集图 1中 a区和 b区对应的流出
物,真空条件下冷冻干燥浓缩, 利用 Sephadex G-25
凝胶排阻色谱柱对得到的两个金属硫蛋白异构体进
行脱盐浓缩后存放于 4 e 冰箱中。
图 1 兔肝金属硫蛋白异构体的离子交换色谱图
F ig. 1 Chromatogram of rabbit liverMT isoform s by
ion-exchange chromatography w ith off-line
ICP-MS detection for Zn
图 2 金属硫蛋白的液相色谱图
Fig. 2 Chromatogram s ofMT by reversed-phase HPLC
Mobile phase: a. 011% ( v /v) TFA in w ater ( pH 210 ), 011% TFA in acetonitrile, linear gradient e lution; b. 5 mmol/L amm onium
ace tate in water ( pH 710), 5 mmol/L amm onium aceta te in acetonitrile-w ater ( 1B1, v /v ), linear gradient e lution; c. 011% ( v /v) TFA
in water (pH 210 ), 011% TFA in m ethano,l linear grad ient e lution. UV detec tion a t 210 nm.
  The peaksⅠ -Ⅴ areMT sub-isoforms.
2. 2 MT亚型异构体的液相色谱分离






2. 2. 1 流动相 pH值对分离的影响
  流动相的 pH值对 MT在溶液中的构型有很大
的影响,不同的 pH值会改变 MT在溶液中的存在









MT在中性溶液 ( pH 710)中主要以结合金属的形式
存在,巯基与某些金属离子通过巯基四面体配位成










较了优化分离条件后, 分别以 011% TFA水溶液
( pH 210)、011% TFA乙腈溶液和 5 mmol/L乙酸铵
水溶液 ( pH 710)、5mmol/L乙酸铵乙腈-水 (体积比
为 1B1)溶液为流动相对 MT进行分离, 结果分别如









2. 2. 2 流动相的选择
  MT缺少芳香氨基酸,脱金属后的MT在 254和
280 nm 处均没有吸收, 紫外检测主要是检测 210
nm处肽键的紫外吸收。实验比较了分别以甲醇和
乙腈为流动相,优化分离条件后在 pH 210时对 MT
的分离情况, 结果分别如图 2-c和图 2-a所示。由
图 2-c可看出, 甲醇作流动相进行分离时, 在 210
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2. 2. 3 MT-1和 MT-2的液相色谱分离
  实验选择酸性 ( pH 210)条件下, 以 011% TFA
水溶液及 011% TFA乙腈溶液为流动相, 分离 MT
(见图 2-a)及 MT-1(见图 3-a)和 MT-2(见图 3-b)。
我们还用建立的分离方法对 Sigma公司的 MT-1,
MT-2进行分离 (数据未显示 ), 结果发现 Sigma公
司的MT-1与 / 1. 30节中制得的 MT-1比较相似,均
含有 3个主要的亚型异构体; S igma公司的 MT-2
所含主要的亚型异构体为图 2-a中的组分Ⅳ, 比
/ 1. 30节中制得的 MT-2少了一个主要的亚型异构
体 (指图 2-a中的组分Ⅲ )。
图 3 金属硫蛋白异构体 MT-1(a)和 MT-2(b)的色谱图
Fig. 3 Chromatogram s ofMT-1(a) andMT-2(b )
by reversed-phase HPLC
UV detection at 210 nm. F orm obile phase as in F ig. 2-a.
  For peaksⅠ -Ⅴ, see F ig. 2.
2. 3 MT亚型异构体的质谱鉴别
  为了确认实验结果, 并进一步鉴别分离后的各
个亚型异构体, 对 MT的色谱流出物进行在线电喷
雾质谱检测,测得脱金属后 MT-1和MT-2的各个主
要亚型异构体的相对分子质量 (见表 1)。由表 1所
得的质谱结果可看出, 各个亚型异构体均得到了很
好的鉴别。MT-1的 3个主要亚型异构体Ⅰ, Ⅱ,Ⅴ




Table 1 Relativemolecu larm ass iden tification and
ten tative formu la ofMT sub-isoform s based on the








MT-1 Ⅰ 6143. 6 6144 apo-MT-1A
Ⅱ 6215. 2 6215 apo-MT-1D
Ⅴ 6242. 4 6242 apo-MT-1E
MT-2 Ⅲ 6155. 6 6156 apo-MT-2D
Ⅳ 6125. 2 6125 apo-MT-2B
 1 ) F or sub-isoform sⅠ -Ⅴ, see F ig. 3.
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